



































CFU：colony forming units 
ChIP：chromatin immunoprecipitation  
Ct：threshold cycle 
DAB：3,3’-Diaminobenzidine 
DMSO：Dimethyl sulfoxide  
DNMTs：DNA methyltransferases 
DTT：Dithiothreitol 
FBS：fetal bovine serum  
H.pylori：Helicobacter pylori 
iPS cell：induced pluripotent stem cell 
KLF4：Krüppel-like factor 4 
LB：Luria-Bertani  
MOI：multiplicity of infection 
PBS：phosphate-buffered saline  
PCR：polymerase chain reaction 
PVDF：Poly Vinylidene Di-Fluoride 
qPCR：quantitative reverse transcription polymerase chain reaction  
siRNA：small interference RNA 
TAE/EtBr：Tris acetate EDTA/ethidium bromide 














methyltransferase (DNMT) 1、3a、3bによる DNAメチル化がある。そして、H.pylori感染でも多く
の遺伝子が DNA メチル化を受け胃発癌に関与している。Sox2 遺伝子にはプロモーター領域を含
め広範囲に DNA メチル化に関わる CpG island が存在している。そこで、H.pylori 感染における
Sox2 発現抑制機構を、DNAメチル化の観点から解明することを目的とした。 
【方法】ヒト分化型胃癌における Sox2 および DNMTs の発現を免疫組織化学で、さらに
TissueFAXS®を用い DNMTs 発現量を定量化した。in vitroの検討で、ヒト胃癌培養細胞株 MKN45
細胞と GCIY 細胞における Sox2 および DNMTs 発現を Western blot 法と qPCR 法で確認した。さ
らに両細胞の Sox2 プロモーター領域の CpG island における DNA メチル化状態を Bisulfite 
sequence 法で比較検討した。また、H.pylori を 3 日間感染させ同様に検討した。加えて、DNA メ
チル化を受ける CpG island に結合する転写因子を ChIP 法および RNA 干渉法を用いて同定した。 
【結果】免疫組織化学的には、ヒト分化型胃癌 62例における DNMTs の発現量は、非癌部に比べ
て癌部においていずれも有意に高かった。また、Sox2 陰性症例（57例）で陽性症例（5例）より
DNMTs の発現は高い傾向にあった。さらに、Sox2 発現を認めない GCIY 細胞では、Sox2 発現を
認める MKN45 細胞に比べて、DNMT3a発現は 4.01倍と有意に亢進していた。Sox2 プロモーター
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上の CpG island -594 位/-496 位における DNAメチル化率は、MKN45 細胞の 4.2%に比較して GCIY
細胞で 56.3%と有意に高かった。GCIY 細胞に対して 5-Aza-dc で DNA 脱メチル化処理すると、
Sox2 発現量は 3.49 倍まで回復した。一方、H.pylori 感染MKN45 細胞では、Sox2 発現量は 0.53 倍
まで低下し、CpG island -594位/-496位におけるDNAのメチル化率は 4.2%から 18.6%に上昇した。
JASPAR検索で CpG island -594 位/-496位に結合する転写因子として KLF4 を候補とした。抗 KLF4
抗体および抗 DNMT3a 抗体を用いた ChIP法より、同部位に KLF4 と DNMT3a の結合が確認でき
た。また、KLF4 siRNAを用いた RNA干渉法より、Sox2 発現量は 0.61 倍まで低下した。 
【結論】H.pylori感染によって、ヒト Sox2 プロモーター上の CpG island -594位/-496 位の DNAメ













ホメオボックス遺伝子 Sox2 は、1994 年に同定された分子量 35kDa の転写因子であ
る 7)。発生初期段階では胚性幹細胞の維持や初期分化を担っており、また、induced 









展する際に、Sox2 発現が抑制されることも報告されている 12)15)-17)。Sox2 の発現が抑
制される機序として、Asonuma ら 16)は Interleukin-4 による STAT6細胞内シグナルを






ている。DNA メチル化は、DNA の cytosine(C)のピリミジン環の 5 位炭素に、DNA 
methyltransferases (DNMTs)によって CH3 基が付加し、C5-methylcytosine (5mC)に変換
することによっておこる。哺乳類においては DNMTs として DNMT1、DNMT3a およ
び DNMT3b が知られている。DNMT1 は DNA 複製の際に DNA メチル化パターンを
忠実に継承していき、DNMT3a と DNMT3b は de novo 型メチル化活性を担う酵素と
して、発生・分化や環境への適応に応じて DNAをメチル化していく 19)。一般的に DNA
塩基配列上 cytosine(C)の次に guanine (G)が現れる CpG 配列が高頻度で出現する CpG 
islandが DNAメチル化を受け、遺伝子発現が抑制される 20)。 
 固有胃腺や幽門腺における幹細胞からの被蓋上皮細胞、壁細胞、主細胞への分化に
どのように DNA メチル化が制御しているか明らかとなっていないが、胃癌において
は多くの遺伝子が異常な DNA メチル化を受けること 21-23)、さらに H.pylori 感染によ
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本研究の目的は、H.pylori 感染による Sox2 発現抑制が、胃粘膜萎縮が進展し発癌す












種培養細胞は、Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12あるいはRoswell 
Park Memorial Institute medium1640 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)に
10%(v/v)非働化済み仔ウシ血清 (fetal bovine serum; FBS) (Biowest, Logan, UT, USA)と
100U/mlペニシリンを加えた培地で、5%CO2、37℃の条件で培養した。 
H.pyloriは、cagA+H.pylori ATCC 43504 株を、変法スキロー培地プレート(日本ベク
トン・ディッキシン、福島)上で 37℃、10% CO2、5% O2 の微好気性環境で一晩培養
後、10%(v/v)FBS及び Helicobacter selective supplement (Thermo Scientific, Waltham, MA, 
USA)を添加した Brucella 液体培地 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)に移しさらに
一晩培養した。600nmにおける吸光度を測定し、その値が 1.5であるときの濃度が 3.6 
x105 colony forming units (CFU) /mlであることより 30)その濃度を決定した。長期感染
実験の場合、multiplicity of infection (MOI)値が 10になるように調節、つまり、5.0 x105




2. 培養細胞への DNA メチル化阻害剤 5-Aza-2’-deoxycytidine の添加 
5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dc) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA) を GCIY細胞に
20µM 5-Aza-dc を添加し、24 時間毎に同濃度の 5-Aza-dc を含む培地を交換し 5 日間





対象症例は、2014 年 2 月から 2015 年 6 月の間に東北大学病院消化器内科で内視鏡
的胃粘膜下層剥離術を施行し、病理組織診断で日本胃癌学会胃癌取り扱い規約第 15
版 31)に基づき、高分化型腺癌 (well differentiated type tubular adenocarcinoma:tub1)ある









脱パラフィン後、抗原賦活のために Dako REAL Target Retrieval Solution (Dako 




1次抗体として、1:80に希釈した抗 Sox2抗体 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 
USA)、1:1000 に希釈した抗 DNMT1 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA)、1:1000に希釈した抗 DNMT3a抗体 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), 1:500
に希釈した抗 DNMT3b抗体 (Novus Biologicals)を使用した。それぞれの免疫組織化学
に使用した 1 次抗体の詳細は表１に示す。組織切片に 1 次抗体を添加し、4℃で 8 時
間インキュベーションを行い、0.01Mリン酸化緩衝液 (phosphate-buffered saline: PBS)
にて 3 回洗浄した。2 次抗体とペルオキシダーゼの複合体であるシンプルステイン
MAX-PO (Nichirei)を添加し、室温でさらに 30 分間インキュベーションした。抗原・
抗体複合体の可視化は、Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako Cytomation)を
用いて 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)発色した。すべての反応の後、切片をヘマトキシ
リンにて染色した。 
Sox2 に対する免疫組織化学の評価は、臨床情報を知りえない状態で 2 名の観察者
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ゲノム DNAは、各培養細胞から DNAzol Reagent (Invitrogen Life Technologies)を用い、
各培養細胞に添加し細胞を溶解後に 100％エタノールで抽出した。同様に Total RNA
は、TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies)を各培養細胞に添加し細胞を溶解、ク
ロロホルムを添加し遠心分離後に 100%プロパノールで抽出した。 
蛋白は、各培養細胞に細胞溶解液 (0.05M Tris-HCl (pH7.5)), 0.15M NaCl, 1% TritonX-
100 (Sigma-Aldrich), proteinase inhibitor cocktail tablet (Complete Mini, Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany)，1% dithiothreitol (DTT)を加えた後、4℃ 1分間で溶解させ、ホモ
ジネートしたのち 3回 10秒間ずつ超音波破砕し、4℃、15000rpmで 30分間遠心行い
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上清を分離し抽出した。分離した蛋白は等量のLaemmli sample buffer (Bio-Rad, Hercules, 
CA, USA)を加えた後、100℃で 5分間煮沸した。 
 
6. Bisulfite sequence法 
 各培養細胞から抽出したゲノムDNAを、Epitect® Fast DNA Bisulfite Kit（QIAGEN, 
Hilden, Germany）を用いて、95℃ 5分、60℃ 10分を2サイクルでBisulfite変換処理を行
うことにより、ゲノムDNA中の非メチル化シトシンをウラシルに変換した。この
Bisulfite変換処理したDNAを鋳型として、Sox2 プロモーター領域にあるCpG islandを
含む領域をpolymerase chain reaction (PCR)法で増幅した。鋳型DNAにはウラシルを多
く含むため、PCR酵素はEpitaq HS（タカラバイオ, 滋賀）を用い、nested PCR法で増幅
した。このとき、1st round PCRでは、プライマーにhSox2BSa および bを使用し-770位
から+71までの841塩基対を増幅し、2nd round PCRでは、hSox2BScおよびdを使用し-
751位から-15位までの737塩基対を増幅した。それぞれの増幅に使用したプライマー
セットの塩基配列を表2に示す。PCRは98℃ 2分でDNAを変性後、98℃ 10秒、55℃ 30
秒、72℃  1分を40サイクル行った。目的のDNAが増幅しているかをTris acetate 
EDTA/ethidium bromide (TAE/EtBr)を含んだ1.0%アガロースゲル上で電気泳動し確認、







v3.2 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）とシークエンス用
プライマーM13Rseq (表2)を用いてDNAを増幅した。スピンカラム（Centri-sep; 
Prinception, NJ, USA）で精製し、ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)を用いてsequence
解析を行った。解析可能であったDNA塩基配列すべてを対象として、メチル化解析ツ




7. Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qPCR)法 
Total RNA 5μg に対して、ランダムヘキサマーを用いて Superscript III reverse 
transcriptase (Invitrogen Life Technologies)で first strand cDNA (complementary DNA)を合
成した。TaqMan Gene Expression Assays (Invitrogen Life Technologies)を用いて、合成し
た cDNA に目的とした遺伝子のプライマーと TaqMan Gene Expression Master Mix 
(Applied Biosystems)を混合後、Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)に移し、
StepOnePlus Real-Time PCR systems (Applied Biosystems )で解析した。PCRは、50℃ 2
分間、95℃ 10分間で変性したのち、95℃ 15 秒間、60℃ 1分間を 40サイクルで行っ
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た。内在性コントロール遺伝子には-actin を用いた。遺伝子の発現量は StepOne 
Software ver2.2 (Applied Biosystems)を用いて threshold cycle (Ct) 値から計算した。具体





8. Western blot 法 
各々の蛋白50μgを10%Mini PROTEAN TGXゲル (Bio-Rad)を用いて、200V、30分間で
電気泳動 (SDS-PAGE)し分離した。次に分離した蛋白をPoly Vinylidene Di-Fluoride 
(PVDF)膜 (Immobilon-P; Millipore)に30V、4℃ 8時間で転写した。非特異的反応を阻害
するために、ECL Prime blocking agent (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, 
UK)を溶解し、0.05% Tween 20 (Bio-Rad)を含むTris-buffered saline with Tween 20 (TBS-
T)の中で、PVDF膜を室温にて1時間インキュベーションした。1次抗体として、各々
1:1000に希釈した抗Sox2抗体または抗Krüppel-like factor (KLF) 4抗体 (Cell Signaling 
Technology)、さらに内部コントロールとして1:10000に希釈した抗β-actinウサギポリク
ローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology)を用いた。それぞれの1次抗体でPVDF膜を4℃
で8時間インキュベーションし、TBS-Tで5回洗浄後、2次抗体として各1:2000に希釈し
たHRP結合抗ウサギIgG抗体 (Cell Signaling Technology)を添加し、室温で1時間インキ
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ュベーションした。化学発光検出のため、ECL Prime (GE Healthcare)を用いて発光さ
せ、ルミノイメージアナライザー (VersaDoc5000; Bio-Rad)にて検出した。 
 
9. クロマチン免疫沈降(ChIP)法 
ChIP-IT Express (Active motif, Carlsbad, CA, USA)を用いて、酵素である DNMT3aに
対しても既報 35)があるため、抗 KLF4 抗体および抗 DNMT3a 抗体を用いて、クロマ
チン免疫沈降を行った。回収した培養細胞を 1% ホルムアルデヒド (Sigma-Aldrich)で
固定し酵素切断した後に、一部を input DNAとして確保してから、各目的の抗体とし
て、抗 KLF4抗体、抗 DNMT3a抗体 (abcam, Cambridge, UK)、または、陰性コントロ
ールとして抗ウサギ IgG 抗体 (Cell Signaling Technology)に磁気ビーズを加え、4℃ 8
時間、ロータリーシェーカーで混和した。磁気ビーズを 3回洗浄後、クロマチン(ChIP 
DNA)を溶出させた。抽出した ChIP DNA、および input DNAを 95℃ 15分間インキュ
ベーションして DNA と蛋白を解離させた後に Proteinase K を加え、37℃で 1 時間イ
ンキュベーションした。以上により得られたクロマチンをテンプレートとして、PCR
法により増幅した。PCR酵素は PrimeStar GXL（タカラバイオ）を用い touchdown PCR
法で増幅した。プライマーには hSox2ChIP01 および 02 を使用し-724 から-439 までの
286塩基対を増幅した。プライマーセットの塩基配列は表 2に示す。PCRは 94℃ 3分
で DNA を変性後、94℃ 30 秒、72℃ 2 分を 5 サイクル、94℃ 30 秒、70℃ 2 分を 5





KLF4遺伝子の small interference RNA (siRNA) (ON-TARGET plus SMART pool)と、
陰性コントロールとして Mock siRNA (siCONTROL Non-Targeting siRNA Pool) を
Dharmacon (Lafayette, CO, USA)から入手して検討を行った。siRNA (30pmol/l)を、
TransIT-TKO (Mirus Bio, Madison, WI, USA)を用いて、MKN45細胞に遺伝子導入した。








diviation(SD)、それ以外はmean±standard error (SE)で示した。統計処理にはExcel2016 






1. ヒト胃癌組織における Sox2 および DNMTs 発現の免疫組織化学 
 ヒト分化型早期胃癌症例 62例に対し Sox2およびDNMTsの免疫組織化学的検討を
行った。症例背景は 50歳～87歳までの平均年齢 73.4±7.6歳、男性 46人(74.2％)、女
性 16 人(25.8%)、全症例で H.pylori 感染陽性だった(表 3)。Sox2 の免疫組織化学的検
討では、Sox2の染色性は、固有胃腺では増殖帯を中心に被蓋上皮細胞、壁細胞、主細
胞の核に散在性に、腫瘍腺管でも一部に細胞核に染色性を認めた。(図 1A) 62 例中





を定量し比較したところ、非腫瘍腺管においては DNMT1 染色強度平均 69.5±4.4、
DNMT3a染色強度平均 47.1±2.6、DNMT3b染色強度平均 49.6±2.5、一方、腫瘍腺管
では DNMT1 染色強度平均 98.9±3.6、DNMT3a 染色強度平均 67.2±2.8、DNMT3b染
色強度平均 71.5±3.3となり、非腫瘍腺管に対し腫瘍腺管で有意に高かった(p<0.0001) 




1.65）で非腫瘍腺管に対し腫瘍腺管で高く (図 1C)、一方 Sox2 陽性症例では DNMT1







2. ヒト胃癌培養細胞株における Sox2 および DNMTs 発現 
 免疫組織化学的検討の結果を踏まえ、5種類の胃癌培養細胞株(AGS、GCIY、MKN28、
MKN45、KATOIII)における蛋白レベルでの Sox2 発現を Westen blot 法を用いて検討
した。Sox2は AGS細胞、MKN45細胞および KATO III 細胞で発現を認めたが、GCIY
細胞とMKN28細胞では明らかな発現を認めなかった(図 2A)。 
H.pylori 感染実験や RNA 干渉法における遺伝子導入効率を考慮し接着培養細胞が望
ましいと考え、接着培養細胞で Sox2 が蛋白レベルで相対的に強く発現していた
MKN45 細胞と発現を指摘できなかった GCIY 細胞を用いて Sox2 および DNMTs の
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mRNAレベルの発現量を qPCR法にて定量比較したところ、Sox2発現量は、GCIY細
胞では MKN45 細胞に対して平均 0.006±0.002 倍と有意に低かった(p<0.0001)。 




3. Sox2 プロモーター領域の CpG island における DNAメチル化 
Sox2 プロモーター領域である-2697 位から-1位までの塩基配列上の CpG island は、
MethPrimer Ver2.0 (http://www.urogene.org/)を用いて検索すると、-594位から-496位（-
594位/-496位）と-172位から-17位（-172位/-17位）の 2領域に存在した(図 3A)。そ
こでこの 2領域を含む-751位から-15位までの 737塩基対を増幅し、Bisulfite sequence
法を用いて DNA メチル化率を算出した。-751 位から-15 位全体では 36 ヶ所の CpG 
部位が存在し、CpG island である-594 位/-496 位には 5 ヶ所の CpG 部位、-172 位/-17
位には 18 ヶ所の CpG 部位が存在した。-751 位から-15 位までの DNA メチル化率は
MKN45 細胞が 2.2% (19/864)に対して GCIY 細胞が 13.0%(126/972)と有意に高かった
(p<0.0001)。CpG island 別に DNAメチル化率を検討すると、CpG island -594位/-496位
の DNAメチル化率はMKN45細胞が 4.2%(5/120)に対して GCIY細胞が 56.3%(76/135)
と有意に高く(p<0.0001) (図 3B)、CpG island -172 位/-17 位の領域では MKN45 細胞が
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0.7%(4/429)、GCIY細胞が 0.6%(3/483)と両方においてDNAメチル化率が非常に低く、




4. DNA メチル化阻害剤 5-Aza-2’-deoxycytidine による Sox2 発現回復 
CpG island -594 位/-496 位の DNA メチル化率が MKN45 細胞より GCIY 細胞が有意
に高かったことを踏まえ、GCIY細胞に 20Mの 5-Aza-dcを 5日間添加した後、Sox2
の発現を qPCR 法で、DNA メチル化率を Bisulfite sequence 法で比較検討した。Sox2
発現量は 5-Aza-dc 非添加に比べて添加条件下では平均 3.49±0.81 倍と有意な増加が




低下傾向がみられ、CpG island -594位/-496位において DNAメチル化率は 5-Aza-dc非
添加条件下では 56.3%(76/135)に対し、添加条件下では DNA メチル化率は 48.7％
(56/115)と統計的に有意な差は見られなかったものの、低い傾向(p=0.23)を示した(図




5. H.pylori 感染による Sox2 発現抑制と DNA メチル化 
一般的な H.pylori 感染は 8 時間で行われているが、可能な限り in vitro での長期感
染モデルを試み、予備実験を行った結果、至適条件として、MKN45 細胞に対して
5.0x106 CFU/mlの H.pylori を 3 日間感染させた。非感染細胞をコントロールとして、
Sox2 の発現を qPCR 法で、DNA メチル化率を Bisulfite sequence 法にて比較検討を行
った。Sox2発現量はコントロールに対し H.pylori感染下では平均 0.53±0.11倍と有意
な低下(p=0.011)した(図 5A)。Sox2 プロモーター領域 -751 位から-15 位におけるコン
トロールの DNAメチル化率は 2.2%(19/864)、H.pylori 感染条件下の DNAメチル化率
は 5.8%(29/503)と、明らかに増加 (p=0.0006)した。さらに CpG island -594位/-496位の
DNA メチル化率は、コントロールでは 4.2%(5/120)に対して H.pylori 感染条件下では
18.6％(13/70)と有意に増加した(p=0.001) (図 5B)。一方、CpG island -172位/-17位の領
域では H.pylori 非感染では 0.6%(4/429)、H.pylori 感染でも 1.5%(4/247)と DNAメチル
化率が低く、有意な差はみられなかった (p=0.26)。以上より、H.pylori 感染によって





6. Sox2 プロモーター領域上-594 位/-496 位に結合する転写因子の同定 
 Sox2プロモーター領域の CpG island -594位/-496 位の 99塩基対に対して JASPAR  
(http://jaspar.genereg.net/)を用いて、“Relative profile score threshold 80%”の条件で結合
する転写因子と結合する部位を予想したところ、候補として -529 位 /-519 位
(CGGGAGCGGC)に転写因子 KLF4 の結合が示唆され(図 6A)、この-529 位/-519 位の
塩基配列上には CpG 部位を 2 ヶ所含んでいた(図 6B)。そこで MKN45 細胞および
GCIY 細胞における KLF4 発現を確認したところ、蛋白レベルで、MKN45 細胞より
GCIY 細胞で発現はやや多いものの、両細胞で発現を確認できた(図 6C) 。このため、
両細胞の KLF4の発現量に依存しないで、KLF4が DNAメチル化によって同部位に結
合できないこと 20)によって Sox2の発現が低下するという作業仮説を立てた。そこで、
20M 5-Aza-dc を 5 日間添加した GCIY 細胞において、5-Aza-dc を添加しない GCIY
細胞を対照として、CpG island -594位/-496 位に KLF4が結合するか、抗 KLF4抗体を
用いて ChIP法で検討した。対照の input DNAおよび 5-Aza-dc添加した input DNAと
もに同程度の PCR産物の増幅を認めた。抗 KLF4抗体で免疫沈降を行った ChIP DNA
においては、対照の ChIP DNA では PCR 産物の増幅を認めなかったものの、5-Aza-
dc 添加した ChIP DNAでは PCR 産物の増幅を認めた。また、抗ウサギ IgG 抗体で免
疫沈降を行った陰性コントロールの ChIP DNAでは、5-Aza-dc 添加の有無に関わらず
PCR産物の増幅を認めなかった(図 6D)。このため、CpG island -594位/-496 位が DNA
脱メチル化状態にある場合、転写因子 KLF4 が結合することが示された。 
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さらに MKN45 細胞に対して KLF4 siRNA を用いて RNA 干渉法で検討した。Mock 
siRNAを遺伝子導入したMKN45細胞をコントロールとして、KLF4および Sox2発現
量を qPCR 法で定量比較したところ、KLF4 の発現量はコントロールに対し平均 0.62
±0.03 倍(p=0.0008)まで抑制されていることを確認でき、Sox2 発現量はコントロール
に対し平均 0.61±0.10倍まで有意に抑制されていた(p=0.027)(図 6E)。 
GCIY細胞が MKN45細胞に比較して-594位/-496 位の DNAメチル化率が高く、か
つ、DNMTs の中で DNMT3a 発現のみが亢進していることを踏まえて、CpG island -
594 位/-496 位の DNA メチル化に影響を及ぼすのは DNMT3a と推測した。酵素とし
てDNMT3aは標的とした-594位/-469部位に結合しDNAメチル化反応を完了すると、
同部位から遊離すると考えられる。このため、DNA メチル化率が高い GCIY 細胞で
は既に DNMT3aが遊離している割合が高いと類推でき、相対的に DNAメチル化率が
低い MKN45 細胞の方が DNMT3a の同部位への結合する余地を残しているという作
業仮説を立てた。そこで、DNMT3a が同部位に結合可能かどうか ChIP 法で検証する
ために、MKN45 細胞を用い定性的に同部位への結合能を評価した。input DNA では
PCR産物の増幅を認め、抗 DNMT3aで免疫沈降した ChIP DNAにおいても PCR産物
の増幅を認めたが、抗ウサギ IgG 抗体免疫沈降を行った陰性コントロールの ChIP 
DNAでは増幅は認めなかった(図 6F)。このため、DNMT3aが CpG island -594位/-496 
位に結合することが示された。 
以上より Sox2 プロモーター領域の CpG island -594 位/-496 位には DNA メチル化の
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影響を受ける KLF4結合部位を有し、また、KLF4は Sox2発現を直接調節することが










子 KLF4の同部位への結合が DNAメチル化で阻害されることが考えられた。 (図 7)。 
Sox2はプロモーターや exon上には多くの CpG islandが存在しているが、本研究で対
象とした Sox2プロモーター -2747位までの領域には、MethPrimer Ver.2.0を利用した
検索結果で、-594位/-496位と-172位/-17位の 2ヶ所に存在していた。今回の Bisulfite 
Sequencing 解析より、Sox2の発現が抑制されている GCIY細胞において、-172位/-17
位に存在する CpG部位 18個は DNAメチル化を受けていなかったが、-594位/-496位
に存在する CpG部位 5個は 56.3%の DNAメチル化を受けていた。転写開始点から上




胞の維持や分化に必要な遺伝子であるために、-172 位/-17 位の CpG island は DNAメ
チル化を受けていないと考えられた。 
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Sox2 発現陽性胃癌培養細胞株 MKN45 と Sox2 発現陰性胃癌培養細胞株 GCIY に比
較した in vitroでの検討より、Sox2プロモーター -594位/-496位に存在する CpG部位
の DNAメチル化が Sox2発現調節制御に重要であることを今回初めて同定した。-594
位/-496位以外の CpG islandとして、既に胃癌細胞株MKN74や HSC59においては、
exon上に存在する CpG islandの DNAメチル化が、細胞周期停止やアポトーシスを抑
制することによって細胞増殖が引き起こされるとされている 37)。また、肝細胞癌にお
いても、DNMT3a による Sox2 プロモーター 領域-1501 位/-1362 位の CpG island の
DNAメチル化により Sox2発現が制御されている報告 38)がある。一方、本研究におい
て DNAメチル化阻害剤 5-Aza-dcを添加することによって、-594位/-496位の DNAメ
チル化率は 56.3%から 48.7%に低下したものの、有意差には至らなかったため、Sox2
の発現は、本研究で対象とした-2747位までの領域以外のプロモーター領域や exon上
の CpG island の DNAメチル化状態の総和に依存し、-594位/-496位がその１つである
と類推された。このため、Sox2 はプロモーターや exon上の複数の CpG island が選択
的に DNAメチル化されることによって、発現は多角的に調整を受けると同時に、DNA
メチル化による発癌といった病態に関与していると考えられる。しかしながら、本研
究では Sox2 発現陽性細胞として MKN45 細胞、Sox2 発現陰性細胞として GCIY 細胞
を代表例として扱い検討を進めた。予備実験の段階で、Sox2 発現陽性細胞である
KATOIII 細胞、AGS 細胞、Sox2 発現陰性細胞として MKN28 細胞も検討して、同様




 Sox2が発現しているMKN45細胞に H.pyloriを細胞生存可能な範囲で 3日間と長期
に感染させたところ、Sox2の発現は有意に抑制され、今回検討した-751位から-15位
までのプロモーター領域では、特異的に-594 位/-496 位にある CpG 部位が 4.2%から
18.6%まで有意に DNA メチル化を受けていた。このため、H.pylori 感染が Sox2 プロ
モーター上の-594位/-496位にある CpG部位をメチル化する結果、Sox2の発現を抑制







過程に DNA メチル化が関与していることが類推された。DNMTs の中で DNMT3a の
発現は MKN45 細胞に比較して GCIY 細胞で亢進し、さらに ChIP 法を用いた解析よ
り、-594位/-496位の CpG 部位に DNMT3aが結合していることが明らかとなり、Sox2
プロモーター上の-594 位/-496 位の DNA メチル化には DNMT3a が関与することが推
定された。ヒト胃癌組織において DNMT3a発現亢進は、TNM分類に基づく病期と相
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関するとの報告 41)がある。in vitroによる検討でも、細胞周期に関わる Cyclin-dependent 




れている。一方、乳癌細胞や肝細胞癌においても、Sox2 発現が DNMT3a よって抑制








また、H.pylori 感染による DNAメチル化の機序として、MKN45細胞に比較して Sox2
の発現していない GCIY細胞で DNMT3aの発現が亢進していたため、H.pylori 感染に
よって DNMT3a の発現が誘導されることを想定したが、H.pylori 感染することによ
って MKN45 細胞では DNMT3a の発現亢進は認められなかった（未発表データ）。




その発現量に差がないとの報告 24)45)もあり、単純に RNA レベルでの DNMTs の発現
量だけでは H.pylori 感染による DNA メチル化の機序の説明が困難と思われる。
H.pylori 感染による DNA メチル化には複数の要因が関与しており、H.pylori 感染に























いないが、KLF4-Sox2 細胞内シグナル経路の DNA メチル化は重要な役割を果たして
いることが考えられる。さらに、今回新たに同定した-594 位/-496 位の CpG 部位が










H.pylori 感染によって引き起こされる CpG island -594/-496位の DNAメチル化のため、転写
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図 1. ヒト胃癌組織における Sox2 および DNMTs 発現の免疫組織化学 

















図 2. ヒト胃癌培養細胞株における Sox2 および DNMTs発現 
（A）ヒト胃癌培養細胞における蛋白レベルでの Sox2発現。左より：AGS細胞、GCIY
細胞、MKN28細胞、MKN45細胞、KATOIII 細胞における Sox2の発現。AGS細胞・
MKN45 細胞・KATOIII 細胞で Sox2 発現がみられ、GCIY 細胞・MKN28 細胞では発
現が確認されなかった。 (B)MKN45 細胞および GCIY 細胞における mRNAレベルで
の Sox2 発現の定量比較。mRNA レベルにおいて MKN45 細胞に対し GCIY 細胞で平
均 0.006倍と Sox2発現が有意に低下していた。 (C) MKN45細胞および GCIY細胞に
おける mRNA レベルでの DNMTs 発現。左から：DNMT1 発現量、DNMT3a 発現量、
DNMT3b発現量。Sox2発現が陽性である MKN45細胞に対して Sox2発現陰性である
GCIY細胞において平均 4.01倍と DNMT3aの有意な発現亢進を認めた。 
 
図 3. Sox2 プロモーター領域の CpG islandにおける DNAメチル化 
(A) MethPrimer Ver2.0で検索したヒト Sox2 プロモーター領域の CpG island。CpG island 
は-594 位/-496 位と-172/-17 位の 2 領域存在した。 (B)MKN45 細胞および GCIY 細胞
における Sox2 プロモーター 領域の DNA メチル化率。上段が MKN45 細胞、下段が
GCIY 細胞の DNAメチル化状態。代表的な Bisulfite sequence で塩基配列同定後 DNA
メチル化状態に変換した模式図を１線上に示す。白丸は非メチル化の CpG 部位、黒
丸はメチル化の CpG 部位を示す。棒グラフは各々の CpG 部位の DNA メチル化率を
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示す。Sox2 陽性である MKN45 細胞では-594 位/-496 位における DNA メチル化率が
4.2%なのに対し Sox2 陰性である GCIY 細胞では同部位のメチル化率は 56.3％と有意
なメチル化の亢進を認めた。 
 
図 4. DNA脱メチル化剤 5-Aza-dc 添加による Sox2 発現と DNAメチル化率 
(A) 20M 5-Aza-dcをGCIY細胞に 5日間添加した 5-Aza-dc添加群と非添加群のmRNA
レベルでの Sox2 発現量の比較。メチル化阻害剤である 5-Aza-dc を添加することによ
り平均 3.49 倍と Sox2 発現量は有意な増加を認めた。(B) 5-Aza-dc 添加群と非添加群
の-594/-496 位の DNA メチル化率の比較検討。-594/-496 位には 5 か所の CpG 部位が
あり、下図の棒グラフがそれぞれの CpG 部位の DNA メチル化率を表している。5-
Aza-dcを添加することにより-594/-496位のメチル化が阻害される傾向を認めた。  
 
図 5. H.pylori 感染における Sox2 発現と DNA メチル化率 
(A) 5.0x106 CFU/mlの H.pyloriを MKN45細胞に 3日間感染させた H.pylori感染群と非
感染群の mRNA レベルでの Sox2 発現量の比較。感染群において平均 0.53 倍と Sox2




図 6. Sox2プロモーター領域 -594位/-496 位に結合する転写因子の同定 
(A)Sox2 プロモーター領域の-594 位/-496 位に対して JASPAR (Relative profile score 
threshold 80%)で検索し得られた KLF4 結合予測配列。-529 位/-519 位に結合予測部位
を認めた。 (B) CpG island -594位/-496位を含む Sox2 プロモーター領域の塩基配列。
KLF4 結合予測部位の-529 位/-519 位には 2 か所の CpG 部位を含む。(C)MKN45 細胞
および GCIY細胞で KLF4の蛋白レベルでの発現。Sox2陽性である MKN45細胞、陰
性である GCIY 細胞ともに KLF4 の発現を認めた。 (D)ChIP 法を用いた -594 位/-496 
位への DNA脱メチル化状態での KLF4の結合。左から：input DNA、抗 KLF4抗体を
用いた ChIP DNA、抗ウサギ IgGを用いた陰性コントロールの ChIP DNA。各々5-Aza-
dc添加と 5-Aza-dc無添加（対照）別に示す。5-Aza-dc添加時の抗 KLF4抗体を用いた
ChIP DNAで増幅を認めた。  (E) KLF4 siRNAによる Sox2発現量の変動。左から：
KLF4発現量、Sox2発現量。KLF4 siRNAにより KLF4発現を knockdownすると平均
0.61 倍と Sox2 発現量が有意に低下した。 (F) ChIP 法を用いた -594/-496 位への
DNMT3aの結合。左から：input DNA、抗 DNMT3a抗体を用いた ChIP DNA、抗ウサ
ギ IgG を用いた陰性コントロールの ChIP DNA。-594/-496 位への DNMT3a の結合を
認めた。 
 
図 7. 本研究のまとめ 
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